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Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Abtrennen und selektiven Freisetzen von 
5 Nucleinsauren unter Verwendung spezieller Perlpolymerisate. 

In jiingster Zeit gewinnt die sogenannte Gen-Diagnostik zunehmend an Bedeutung. 
Die Gen-Diagnostik hat Eingang gefunden in die Diagnostik humaner Erkrankungen 
(u.a. Nachweis von Infektionserregern, Nachweis von Mutationen des Genoms, 

10 Analyse von zirkulierenden Tumorzellen und Identifizierung von Risikofaktoren fur 
die Predisposition einer Erkrankung). Aber auch in der Veterinarmedizin, der 
Umweltanaiytik und Nahrungsmitteltestung findet die Gen-Diagnostik mittlerweile 
ihre Anwendung. Ein weiteres Anwendungsgebiet stellen Untersuchungen an Patho- 
logischen-/Zytologischen Instituten oder im Rahmen forensischer Fragestellungen 

15 dar. Aber auch im Rahmen der Qualtitats- und Prozesskontrolle (beispielsweise 
Untersuchungen von Blutproben auf Infektionserreger-Freiheit) wird die Gen- 
Diagnostik mittlerweile eingesetzt und der Gesetzgeber plant, die Zahl der heute 
schon vorgeschriebenen Tests per Gesetz in Zukunft zu erweitern. 

20 Methoden, die bei der Gen-Diagnostik zum Einsatz kommen (wie z.B. Hybridisie- 
rungs- oder Amplifikationstechniken wie die PCR, bDNA oder NASBA, TMA 
Technologie) gehoren auch bei wissenschaft lichen Grundlagenarbeiten zu den Routi- 
neverfahren. 

25 Durch die zunehmende Verbreitung nicht-radioaktiver Detektionsverfahren, die auch 
im Rahmen der Gen-Diagnostik eine Rolle spieien, ist zu erwarten, daB die Gen- 
Diagnostik in Zukunft noch weitere Verbreitung als zur Zeit finden wird. 

Bei der Gen-Diagnostik ist die Gewinnung von Gen-Proben aus biologischem Mate- 
30 rial wie Zellen, Blut, Sputum, Liquor, Serum oder Urin ein wichtiger Teilschritt. 
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Die Bindung von Nucleinsauren an polyquartemare kationische Polymere ist aus der 
US-A-4 046 750 bekannt. Allerdings ist die Bindung irreversibel, so dafl bei dieser 
Methode die adsorbierten Nucleinsauren nicht wieder freigesetzt werden kfinnen. 

Die US-A-4 055 469 offenbart eine Methode zur Reinigung von Enzymen, wobei 
Nucleinsauren und unenvtinschte Proteine mit Hilfe wasserloslicher kationischer J> 
Polymere ausgefallt werden. 

Aus der US-A-4 839 231 sind mit Vinylpyridinpolymer beschichtete Trager bekannt, 
die Proteine und Nucleinsauren adsorbieren konnen. Allerdings ist die Kapazitat der 
Trager recht niedrig und die Adsorption der Nucleinsauren nicht quantitativ. 

Die WO- A-9 1/05606 beschreibt ein silanisiertes, poroses Tragermaterial mit 
Hydroxyalkylaminogruppen fur die chromatographische Trennung von Nuclein- 
sauren. Dieses Material ist jedoch zum schnellen und moglichst quantitativen 
Abtrennen von Nucleinsauren aus biologischem Material weniger gut geeignet. 

In der DE-A-4 139 664 wird eine Vorrichtung und ein Verfahren zur Isolierung und 
Reinigung von Nucleinsauren mit Hilfe von Anionenaustauschern beschrieben. 
Nachteilig bei diesem Verfahren ist, dafl die Desorption der Nucleinsauren vom 
Anionenaustauscher nur mit Pufferldsungen hoher Ionenstarke gelingt und die 
Abtrennung der Salze aus der Pufferlosung zusatzliche Praparationsschritte erfordert. 

Die DE-A-4 333 805 beansprucht die Extraktion von Nucleinsauren aus einer Probe 
mit Hilfe von wasserloslichen Tragern wie Dextran, Acrylamid oder Carboxymethyl- 
cellulose und weiteren Reagenzien, wobei die Nucleinsauren ausgefallt werden. 

In der EP-A-0 707 077 (entspricht der US-A-5 582 988) wird eine Methode zur 
Isolierung von Nucleinsauren aus biologischem Material unter Verwendung von 
loslichem, schwach basischem Polymer beschrieben. Bei dieser Methode wird in 
einem sauren pH-Bereich ein Fallungsprodukt aus dem losiichen, schwach basischen 
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Polymer und der Nucleinsaure erzeugt, das Fallungsprodukt von den nicht gefallten 
Bestandteilen des biologischen Materials abgetrennt und gewaschen und die 
Nucleinsaure aus dem Fallungsprodukt durch Einstellung eines basischen pH-Wertes 
wieder freigesetzt. 

5 

Ein Nachteil der Methoden nach DE-A-4 333 805 und EP-A-0 707 077 besteht 
darin, daO die Handhabung, insbesondere die Abtrennung und Reinigung des 
Fallungsproduktes schwierig und sehr zeitaufwendig ist. Diese Methoden lassen sich 
auch nicht bzw. nur unter erschwerten Bedingungen mit Hilfe automatisierter 
10 Analysegerate ausfuhren. 

Die WO-A-96/ 18731 beschreibt eine Methode zur Isolierung von Nucleinsauren mit 
Hilfe eines Detergenz und eines festen Tragers. Da feste Trager ohne Poren und ohne 
Quellbarkeit eingesetzt werden, ist die Bindungskapazitat der Trager relativ gering. 

15 

In der WO-A-97/08547 wird eine Methode zur Isolierung von Nucleinsauren be- 
schrieben, bei der die Nucleinsauren an einem festen hydrophilen organischen 
Polymer ohne effektive positive Ladung, beispielsweise an Cellulose, gebunden 
werden. Bei dieser Methode erfolgt die Bindung uber schwache Krafte, wie Van der 
20 Waals Wechselwirkungen. 

Die WO-A-97/34909 beschreibt eine Methode zur Isolierung von Nucleinsauren 
unter Verwendung eines speziellen teilchenformigen Polymerisates mit einer unteren 
kritischen Loslichkeitstemperatur (lower critical solubility temperature, LCST) von 
25 25-45 °C. Ein Nachteil dieser Methode besteht darin, daB zur Freisetzung der 
Nucleinsauren Puffer mit hohen Ionenstarken, die bei der weiteren Verwendung der 
Nucleinsauren storen konnen, angewendet werden miissen. Wegen der geringen 
GroBe der verwendeten Partikel von 0,05 bis 2 urn ist zudem die Verarbeitung 
zeitaufwendig und schwierig zu automatisieren. 



30 
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Trotz der zahlreichen vorbeschriebenen Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren 
besteht noch immer ein dringender Bedarf fiir eine einfache, moglichst automatisier- 
bare Methode zur efFektiven Abtrennung und Wiederfreisetzung von Nucleinsauren 
aus biologischem Material. 

5 

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB bestimmte in Wasser unlosliche 
Perlpolymerisate polymerisierter Einheiten von Aminomonomer, Vernetzer und 
Vinylmonomer in hervorragender Weise zur Isolierung von Nucleinsauren geeignet 
sind. 

10 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren aus 
einer Probe, umfassend die nachfoigenden Schritte 

A) Vermischen der Probe mit einem wasserunloslichen, im basischen und 
1 5 neutralen Bereich nicht ionischen Polymerisat bei einem pH-Wert von 7 oder 

weniger, wobei die Nucleinsauren adsorbiert werden, 



B) Abtrennen des wasserunloslichen Polymerisates und 



20 C) Vermischen des wasserunloslichen Polymerisates mit einer waGrigen Phase 
mit einem pH-Wert von grofier 7, wobei die adsorbierten Nucleinsauren frei- 
gesetzt werden, 

dadurch gekennzeichnet, daB das wasserunlosliche Polymerisat ein Perlpolymerisat 
25 mit einer mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 urn ist und aus polymerisierten Ein- 
heiten von 



a) 5 bis 98 Gew.-% Aminomonomer 

b) 0,3 bis 30 Gew.-% Vernetzer und 
30 c) 0 bis 93 Gew.-% Vinylmonomer 
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besteht. 



Gegebenenfalls erfolgt in einem Zwischenschritt nach Verfahrensschritt A) die Lyse 
des biologischen Materials. 

Bevorzugt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Isolierung von 
Nucleinsauren aus einer Probe, umfassend die Schritte 



A) Vermischen der Probe mit einem wasserunloslichen, im basischen und 
10 neutralen Bereich nicht ionischen Polymerisat bei einem pH-Wert von 7 oder 

weniger, wobei die Nucleins&uren adsorbiert werden, 



B) Abtrennen des wasserunloslichen Polymerisates und 



15 C) Vermischen des wasserunloslichen Polymerisates mit einer waBrigen Phase 
mit einem pH-Wert von groBer 7, wobei die adsorbierten Nucleinsauren frei- 
gesetzt werden, 



dadurch gekennzeichnet, daB das wasserunlosliche Polymerisat ein Perlpolymerisat 
20 mit einer mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 urn und einer spezifischen Oberfla- 
che gemessen nach BET von 5 bis 500 m 2 /g ist und aus polymerisierten Einheiten 
von 

a) 5 bis 98 Gew.-% Aminomonomer 
25 b) 0,3 bis 30 Gew.-% Vernetzer und 

cl ) 0 bis 93 Gew.-% hydrophobem Vinylmonomer 

besteht, oder daB das wasserunlosliche Polymerisat aus 

30 in Wasser gut quellbarem Perlpolymerisat mit einer mittleren TeilchengroBe von 3 
bis 100 um, das aus polymerisierten Einheiten von 
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a) 5 bis 79,7 Gew.-% Aminomonomer 

b) 0,3 bis 10 Gew.-% Vernetzer und 

c2) 10 bis 93 Gew.-% hydrophilem Vinylmonomer 

5 besteht. 

Insbesondere bevorzugt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Isolie- 
rung von Nucleinsauren aus einer Probe, umfassend die oben definierten Schritte A), 
B) und C), dadurch gekennzeichnet, dafl das wasserunlosliche Polymerisat ein 
10 makroporoses Perlpolymerisat mit einer TeilchengroBe von 3 bis 100 um ist, einen 
Porendurchmesser im Bereich von 10 bis 1 000 nm aufweist, die spezifische Ober- 
flache bestimmt nach BET 5 bis 500 m 2 /g (ganz besonders bevorzugt 20 bis 
200 m 2 /g) aufweist und aus polymerisierten Einheiten von 

15 a) 5 bis 98 Gew-% Aminomonomer 
b) 2 bis 30 Gew-% Vernetzer 
cl) 0 bis 93 Gew-% hydrophobem Vinylmonomer 

besteht, oder daB das wasserunlosliche Polymerisat aus 

20 

in Wasser gut quellbarem Perlpolymerisat mit einer mittleren TeilchengroBe von 3 
bis 100 jim, das aus polymerisierten Einheiten aus 

a) 5 bis 79,7 Gew.-% Aminomonomer 
25 b) 0,3 bis 1 0 Gew.-% Vernetzer und 

c2) 10 bis 93 Gew.-% hydrophilem Vinylmonomer 

besteht. 

30 Das erfindungsgemaBe Verfahren isi zur Isolierung und/oder Reinigung von Nuclein- 
sauren untcrschiediichcr Herkunft, beispielsweise aus Zellen, Gewebematerialien, 
Blui oder Infektionserregern geeignet. Vor der Isolierung der Nucleinsauren wird das 



WO 00/49031 



PCT/EPOO/01028 



- 7 - 

zu untersuchende Material durch an sich bekannte Techniken, wie z.B. AufschluB 
durch Proteaseverdau aufgeschlossen, wobei eine fur die weiteren Schritte A bis C 
geeignete Probe, ein Lysat, erhalten wird. Gegebenenfalls erfolgt in einem 
Zwischenschritt nach Verfahrensschritt A) die Lyse des biologichen Materials. 
5 Weitere geeignete AufschluBverfahren sind in DE-A-4 333 805 beschrieben worden. 

Es erfolgt das Vermischen der Probe mit einem wasserunloslichen Polymerisat bei 
einem pH-Wert von 7 oder weniger, vorzugsweise im Bereich von 2-6, besonders 
bevorzugt im Bereich von 2 - 3 bei Raumtemperatur. Das Abtrennen des wasserun- 
10 loslichen Polymerisates erfolgt durch z.B. Filtration oder Zentrifugation. Der so 
gewonnene Komplex aus Nucleinsaure und Polymerisat kann nun durch Waschen 
mit geeigneten Puffern wie z.B. TE gereinigt werden. 

Zur Freisetzung der gebundenen Nucleinsauren aus dem Komplex erfolgt nun die 
15 pH-Einstellung des Komplexes auf pH-Werte oberhalb von 7, vorzugsweise von 8 - 
14, besonders bevorzugt im Bereich 12 - 14. 

Die erfindungsgemaBen Perlpolymerisate liefern hohere Adsorptions- und Wieder- 
freisetzungsraten als die loslichen Polymerisate gemafi EP-A-0 707 077. Die 

20 Isolierung laBt sich leichter, d.h. mit weniger Arbeitsschritten und in kurzeren Zeiten 
durchflihren. Die Reinheit der isolierten Nucleinsauren ist hoher, insbesondere 
erhalten sie weniger inhibierende Nebenprodukte, so dafi eine Verstarkung der 
Nucleinsauren, beispielsweise duch die sogenannte "PCR-Reaktion" und die "RT- 
PCR" besonders gut gelingt. Auch in Bezug auf Verdau der gewonnenen 

25 Nucleinsauren mittels Restriktionsenzymen ist das erfindungsgemaBe Verfahren der 
in der EP-A-0 707 077 beschriebenen Methode iiberlegen. 

Weiterhin Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind die makroporosen Perlpoly- 
merisate, dadurch gekennzeichnet, daB diese eine mittlere TeilchengroBe von 3 bis 
30 100 urn, einen Porendurchmesser von 10 bis 1 000 nm und eine spezifische Ober- 
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flache gemessen nach BET von 5 bis 500 m 2 /g aufweisen und aus polymerisierten 
Einheiten von 

a) 5 bis 98 Gew.-% Aminomonomer 
5 b) 2 bis 30 Gew.-% Vemetzer und 

cl) 0 bis 93 Gew.-% hydrophobem Vinylmonomer 

bestehen, sowie 

10 die in Wasser unloslichen aber quellbaren Perlpolymerisate, dadurch gekennzeichnet, 
dafl diese eine mittlere TeilchengroBe von 3 bis 100 jam aufweisen und aus polymeri- 
sierten Einheiten von 

a) 5 bis 79,7 Gew,-% Aminomonomer 
1 5 b) 0,3 bis 1 0 Gew.-% Vernetzer und 

cl) 10 bis 93 Gew.-% hydrophilem Vinylmonomer 

bestehen. 

20 Weiterhin Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
wasserunloslicher, makroporoser Perlpolymerisate mit einer mittleren TeilchengroBe 
von 3 bis 100 |im, einem Porendurchmesser von 10 bis 1000 nm und einer spezifi- 
schen Oberflache gemessen nach BET von 5 bis 500 m 2 /g dadurch gekennzeichnet, 
daB man eine Mischung von 

25 

a) 5 bis 98 Gew.-Teilen Aminomonomer 

b) 2 bis 30 Gew.-Teilen Vernetzer 

cl) 0 bis 93 Gew.-Teilen hydrophobem Vinylmonomer 
d) 1 0 - 1 50 Gew-Teilen Porogen und 
30 e) 0J - 2,5 Gew-Teilen Radikalbildner 
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in einem waBrigem Medium unter Venvendung eines Schutzkolloides dispergiert, 
anschlieBend die erhaltene Dispersion durch Erhitzen auf die Zerfallstemperatur des 
Radikalbildners polymerisiert und nach erfolgter Polymerisation das Porogen durch 
Extraktion und/oder Abdampfen entfernt, 

sowie ein Verfahren zur Hersteliung von in Wasser unloslichen aber quellbaren Perl- 
polymerisaten mit einer mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 urn, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man eine Mischung von 

a) 5 bis 79,7 Gew.-% Aminomonomer 

b) 0,3 bis 1 0 Gew.-% Vernetzer und 

c2) 10 bis 93 Gew.-% hydrophilem Vinylmonomer 

d) 10-150 Gew-Teilen Losungsmittel und 

e) 0,1 - 2,5 Gew-Teilen Radikalbildner 

in einem waBrigem Medium unter Venvendung eines Schutzkolloides dispergiert, 
anschlieBend die erhaltene Dispersion durch Erhitzen auf die Zerfallstemperatur des 
Radikalbildners polymerisiert und nach erfolgter Polymerisation das Losungsmittel 
durch Extraktion und/oder Abdampfen entfernt. 

Aminomonomere (a) im Sinne der Erfindung sind polymerisierbare, ethylenisch 
ungesattigte Verbindungen mit mindestens einer primaren, sekundaren oder tertiaren 
Aminogruppe. Die sekundare oder tertiare Aminogruppe kann dabei auch Teil eines 
cycloaliphatischen oder aromatischen Ringes sein. Beispielhaft seien genannt N- 
Vinylimidazol, N-Vinylbenzimidazol, 2-Vinylpyridin und 4-Vinylpyridin. Gut geeig- 
nete Aminomonomere sind auch die Derivate der Acrylsaure und Methacrylsaure, 
wie beispielsweise 2-Aminoethylmethacrylat, N^-Dimethylaminoethylmethacrylat, 
N,N-Dimethylaminopropylmethacrylat, N,N-Dimethylaminoethylacrylat, N-tert.- 
Butylaminopropylmethacrylat, N-(3-Aminopropyl)methacrylamid, N-(3-Imidazoyl- 
propyl)methacrylamid, N-(2-Imida2oyiethyl)methacrylamid. N-(3-Aminopropyl)- 
acrylamid, N-(3-lmidazoylpropyl)acrylamid, N-(2-Imidazoylelhyl)acrylamid t N-(l,l- 
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Dimethyl-3-imida2oylpropyl)methacrylamid, N-(l J-Dimemyl-S-imidazoylpropyO- 
acrylamid, N-(3-Benzimidazoylpropyl)methacrylamid und (3-Benzimidazoylpropyl)- 
acrylamid. 

Gut geeignete Aminomonomere sind auch die Umsetzungsprodukte von Isocyanato- 
ethyl(meth)acrylat und Imidazoylalkylaminen, wie beispielsweise das im Rahmen 
der vorliegenden Erfmdung neue Aminomonomer gemafi Formel (I) 




(i) 



Weitere geeignete Aminomonomere gemafi der vorliegenden Erfindung sind die 
Pyridinderivate der Formeln (II) und (III) 




(ID (HI). 

Auch Derivate von Styrol und a-Methylstyrol mit Aminogruppen sind gut geeignet. 
Beispielhaft seien genannt: 4-N,N-Dimethylaminostyrol, 2-N,N-Dimethylamino- 
styrol, 4-N,N-Diethylaminostyrol und 4-N,N-Bis(2-hydroethyl)aminostyrol. 

Gemafi der vorliegenden Erfindung geeignete Vernetzer (b) sind: Ethylenglycoldi- 
methacrylat, Butandioldimethacryiat, Hexandioidimethacrylat, Pentaerytritoldimeth- 
acrylat, 1 ,2-Glycerindimethacrylat, 1,3-GIycerindimethacrylat, Triethylenglycoldi- 
methacrylat, Tetraetylenglycoldimethacrylat, Trimethylolpropantrimethacrylat, Pen- 
taerytritoltrimethacrylat, Pentaerytritoltetramethacrylai, Ethylenglycoldiacrylau 
Butandioldiacrylat, Pentaerytritoldiacrylat, L.VGlycerindiacrylat, Triethylenglycol- 
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diacrylat, Trimethylolpropantriacrylat, Pentaerytritoltriacrylat, Pentaerytritoltetra- 
acrylat, Allylmethacrylat, Allylacrylat, Methylen-N.N'-bisacrylamid, p-Divinylben- 
zol und m-Divinylbenzol, 

5 Im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete hydrophobe Vinylmonomere (cl), 
die in dem erfindungsgemaBen Perlpolymerisat enthalten sein kdnnen, sind Acryl- 
saure-C \ -Cg -alky tester, Methacrylsaure-C \ -Cg-alkylester, wie beispielsweise 
Methylmethacrylat oder Butylacrylat, Acrylnitril, Methacrylnitril, Vinylchlorid, 
Vinylidenchlorid, Vinylacetat und aromatische Vinylmonomere, wie z.B. Styrol, 
10 Vinylnaphthalin, Vinyltoluol, Ethylstyroi, a-Methylstyrol, Chlorstyrole und Vinyl- 
benzylchlorid. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung geeignete hydrophile Vinylmonomere (c2) 
sind beispielsweise: 2-Hydroxyethylmethacryiat, 2-Hydroxypropylmethacrylat, 2- 
1 5 Hydroxyethylacrylat, 2-HydroxypropyIacrylat, Triethylenglycolmonomethacrylat, 
Tetraethylenglycolmonomethacrylat, Acrylamid, Methacrylamid und N,N-Dimethyl- 
acrylamid. 

Fiir das erfindungsgemafle Verfahren zur Hersteilung von wasserunloslichen makro- 
20 porosen Perlpolymerisaten werden Porogene eingesetzt. Hierfur sind flussige mit 
Wasser nicht mischbare Verbindungen, die die eingesetzten Monomere losen und das 
gebildete Polymer ausfallen, geeignet. Beispielhaft seien genannt aliphatische Koh- 
lenwasserstofTe, wie Hexan, Heptan, Octan, Isooctan, Isododekan und Alkohole wie 
Octanol. Das Porogen wird in Mengen von 10 bis 150 Gew.-%, vorzugsweise von 20 
25 bis 100 Gew% bezogen auf die Summe der eingesetzten Monomere und Vernetzer 
eingesetzt. 

Geeignete Radikalbildner im Rahmen der vorliegenden Erfindung sind vorzugsweise 
ollosliche Initiatoren. Beispielhaft seien genannt: Peroxyverbindungen wie Diben- 
30 zoylperoxid, Dilauryiperoxid, Bis (p-chlorbenzoylperoxid), Dicyclohexylperoxydi- 
carbonat, tert.-Butyiperoctoat, 2.5-Bis{2-ethylhexanoylperoxy)-2,5-dimethylhexan 
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und tert.-Amylperoxy-2-etylhexan, desweiteren Azoverbindungen wie 2,2 '-Azo- 
bis(isobutyronitril), 2,2 Azobis(2,4-dimethyl valereonitril) und 2,2 '- Azobis(2- 
methylisobutyronitril). Die Initiatoren werden im allgemeinen in Mengen von 0,05 
bis 2,5 Gew.-%, vorzugsweise 0,2 bis 1,5 Gew.% bezogen auf die Monomer- 
5 mischung angewendet. 

Bei der Herstellung der erfindungsgemaBen gelformigen und makroporSsen Perl- 
polymerisate werden gegebenenfalls Schutzkolloide in der waBrigen Phase einge- 
setzt. Geeignete Schutzkolloide gem&B der vorliegenden Erfindung sind naturliche 

10 und synthetische wasserlosliche Polymere, wie beispielsweise Gelatine, Starke, 
Cellulosederivate, insbesondere Celluloseester und Celluloseether, Polyvinyl- 
alkohol, Polyvinylpyrrolidon, Polyacrylsaure, Polymethacrylsaure und Copoly- 
merisate aus Acrylsaure, Methacrylsaure, Methacrylsaureestern und/oder Acrylsaure- 
estern. Besonders gut geeignet sind mit Alkalihydroxid neutralisierte Copolymerisate 

15 aus Methacrylsaure und Methacrylsaureester. Die Einsatzmenge der Schutzkolloide 
betragt im allgemeinen 0.05 bis 2 % bezogen auf die waBrige Phase, vorzugsweise 
0.1 bis 1 %. 

Die wafirige Phase kann dariiberhinaus gegebenenfalls ein Puffersystem enthalten. 

20 Bevorzugt werden Puffersysteme, die den pH-Wert der waBrigen Phase bei Beginn 
der Polymerisation auf einen Wert zwischen 12 und 5, vorzugsweise zwischen 10 
und 6 einstellen. Unter diesen Bedingungen Iiegen Dispergiermittel mit Carbonsaure- 
gruppen ganz oder teilweise als Salze vor. Auf diese Weise wird die Wirkung der 
Schutzkolloide gunstig beeinflufit. Besonders gut geeignete Puffersysteme enthalten 

25 Phosphat- oder Boratsalze. 

Die Menge der Wasserphase betragt im allgemeinen 75 bis 1200 Gew.-%, vorzugs- 
weise 100 bis 500 Gew.-% bezogen auf die Summe aus Monomeren, Vemetzer und 
Porogen. 



30 
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Die Ruhrgeschwindigkeit bei der Polymerisation ist wichtig fur die Einstellung der 
TeilchengrdBe. Beim erfindungsgemaBen Herstellungsverfahren nimmt die Gr6Be 
der erhaltenen Perlpolymerisate mit zunehmender Riihrerdrehzahl ab. Die exakte 
Riihrdrehzahl zur Einstellung einer bestimraten vorgegebenen Perlgrc^Be hangt im 
5 Einzelfall stark von der ReaktorgrSfle, der Reaktorgeometrie und der Ruhrergeo- 
metrie ab. Es hat sich als zweckmaBig erwiesen, die notwendige Ruhrdrehzahl 
experimentell zu ermitteln. Fiir Laborreaktoren mit 3-Liter-Reaktionsvolumen, die 
mit Blattriihren ausgestattet sind, werden bei Verwendung von Copolymerisaten aus 
Acrylsaure, Methacrylsaure, Acrylsaureestern und/oder Methacrylsaureestern als 
10 Dispergiermittel im allgemeinen PerlgroBen von 6 bis 30 urn bei Drehzahlen von 300 
bis 500 Upm erreicht. 

Die Polymerisationstemperatur des erfindungsgemaBen Herstel lungs verfahrens rich- 
tet sich nach der Zerfallstemperatur des eingesetzten Initiators. Sie liegt im allgemei- 
15 nen zwischen 50 und 150°C t vorzugsweise zwischen 55 und 100°C. Die Polymeri- 
sation dauert 0.5 bis einige Stunden. Es hat sich bewahrt, ein Temperaturprogramm 
anzuwenden, bei dem die Polymerisation bei niedriger Temperatur, beispielsweise 
70°C begonnen wird und mit fortschreitendem Polymerisationsumsatz die Reak- 
tionstemperatur erhoht wird. 

20 

Nach der Polymerisation kann das Polymerisat mit ublichen Methoden, beispiels- 
weise durch Filtrieren oder Dekantieren, isoliert und gegebenenfalls nach ein oder 
mehreren Waschen getrocknet werden. Das Porogen kann wahrend der Trocknung 
entfernt werden. Bei niedrig siedenden Porogenen, wie beispielsweise Hexan ist es 
25 auch moglich, das Porogen aus dem waBrigen Reaktionsgemisch vor dem Isolieren 
des Perlpolymerisates ganz oder teiiweise durch Destination abzutrennen. 

Die Herstellung der in Wasser queilbaren Perlpolymerisate erfolgt analog der Her- 
stellung der makroporosen Perlpolymerisate, wobei anstelle der hydrophoben Vinyl- 
30 monomere (cl) hydrophile Vinylmonomere (c2) und anstelle des Porogens ein 
Losungsmittel eingesetzt wird. 
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Geeignete Losungsmittel sind solche, die mit Wasser nicht mischbar sind, die 
Monomeren und den Vernetzer losen und das gebildete Polymerisat nicht ausfdllen 
sondern losen bzw. quellen. Geeignete Losemittel sind Toluol, Xylol, Tetrachlor- 
5 methan, Chloroform, Methylenchlorid, Dichlorethan und. Ethylacetat. Die Menge an 
Hilfslosemittel betragt im allgemeinen 10 bis 200 Gew.-%, vorzugsweise 10 bis 
150 Gew.-%, besonders bevorzugt 20 bis 100 Gew.-% bezogen auf die Summe aus 
Monomeren und Vernetzer. Sofern gewiinscht kann das Hilfslosemittel nach der 
Polymerisation beispielsweise durch Destination abgetrennt werden. Toluol laBt sich 
10 besonders einfach durch azeotrope Destination entfernen. 

Die erfindungsgemaBen in Wasser quellbaren Perlpolymerisate haben Queilungs- 
indices von 1,2 bis 12, vorzugsweise 1,5 bis 8 gemessen bei 25°C und pH 7. Als 
Quellungsindex ist der Quotient aus dem Volumen des bis zur SSttigung in Wasser 
15 gequollenen Perlpolymerisates und dem Volumen des wasserfreien Perlpolymerisates 
definiert. 

Weiterhin Gegenstand der voriiegenden Aruneldung sind Mittel zur Isolierung von 
Nucleinsauren enthaltend wasserunlosliche makroporose Perlpolymerisate mit einer 
20 mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 urn, einen Porendurchmesser von 10 bis 
1 000 nm und einer spezifischen Oberflache gemessen nach BET von 5 bis 500 m 2 /g, 
bestehend aus polymerisierten Einheiten von 

a) 5 bis 98 Gew.-% Aminomonomer 
25 b) 2 bis 30 Gew.-% Vernetzer 

cl ) 0 bis 93 Gew.-% hydrophobem Vinylmonomer 

oder von in Wasser unloslichen aber quellbaren Perlpolymerisaten mit einer mittleren 
TeilchengroBe von 3 bis 100 urn, bestehend aus polymerisierten Einheiten von 

.30 
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a) 5 bis 79,7 Gew.-% Aminomonomer 

b) 0,3 bis 10 Gew.-% Vemetzer und 

c2) 10 bis 93 Gew.-% hydrophilem Vinylmonomer. 

5 Diese Mittel liegen vorzugsweise als wassrige Dispersionen mit einem Feststoffge- 
halt von 0,1 - 50 %, besonders bevorzugt 1 - 10 % vor. Die wassrige Phase kann ge- 
gebenenfalls Puffer enthalten, die vorzugsweise im Bereich von 2-6 wirksam sind. 

Mogliche Einsatzgebiete eines beispielsweise als Testkit formulierten Mittels sind 
10 die oben bereits genannten Anwendungsbeispiele, beispielsweise bei der Isolierung 
von Nucleinsauren aus Zellen, Gewebematerialien, Blut oder Infektionserregern, wo- 
bei besonders alle Fragen der Diagnostik eine Rolle spielen. Als Testkit werden auch 
die beschriebenen Polymerisate ftir Routine-NucleinsSuretests in Mikrotiterplatten 
und/oder Testrohrchen verstanden oder anderen Formaten wie z.B. im Rahmen der 
1 5 Chiptechnologie. 
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Beispiele 
Beispiel 1 

5 Herstellung des Aminomonomers der Formel 1 

Zu einer geruhrten Losung aus 50,07 g (0,4 Mol) 3-Aminopropylimidazol, 140 mg 
2,6-Di-tertbutyl-4-methylphenol (Stabilisator), 140 mg Dibutylzinndilaurat (Kataly- 
sator) in 250 ml Chloroform wurden bei 20°C unter Kuhlung 62,08 g (0,4 Mol) 2- 
10 Isocyanatoethylmethacrylat innerhalb von 60 Min zugetropft. Anschliefiend wurde 
der Ansatz solange auf 50°C erhitzt (ca. 5 h) bis im IR-Spektrum keine NCO-Bande 
nachweisbar war. Man erhieit 1 12g Aminomonomer der Formel (I). 

Beispiel 2 

15 

Herstellung eines gelformigen Perlpolymerisates 

In einem 250ml-ReaktionsgefaB mit Blattruhrer, RuckfluBkuhler, Thermometer, 
GaseinlaB- und GasauslaBrohr wurde eine Losung aus 5g Polyvinylalkohol 

20 (Mowiol® 40-88) und 1,5 g Dinatriumhydrogenphosphat in 130 ml entionisiertem 
Wasser vorgelegt. Zu dieser waflrigen Losung wurde bei 20°C unter Riihren mit 
450 Upm eine organische Losung aus 7,91 g N,N-Dimethylamino-ethylmethacrylat, 
7g 2-Hydroxyethyl-methacrylat, 0,1 7g Tri ethyl englycoldimethacrylat, 0,225 g 2,2'- 
Azobis(2,4-dimethylvalereonitril) und 37,5 g Chloroform innerhalb von 15 min 

25 zugegeben. Es wurde leicht mit Stickstoff gespult und die Temperatur auf 67°C 
erhoht und 20 Stunden bei dieser Temperatur belassen. Nach dem Abkuhlen wurde 
das gebildete Perlpolymerisat durch Dekantieren von der Reaktionsflotte abgetrennt 
und im Vakuum bei 50°C von Chloroform befreit. Man erhieit 13,5 g Perlpolymeri- 
sat mit einer mittleren TeilchengroBe von 20 um und einem Quellungsindex von 5,1 

30 gemessen bei 25 °C in Wasser. 
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Beispiel 3 

Herstellung eines makroporosen Perlpolymerisatcs 

5 In einem 2 Liter-ReaktionsgefaB mit Blattriihrer, RuckfluBkiihler, Thermometer, 
GaseinlaB- und GasauslaBrohr wurde eine Losung aus 42,5g Polyvinylalkohol 
(Moviol 40-88) und 12,75 g Dinatriumhydrogenphosphat in 1240 g entionisiertem 
Wasser vorgelegt. Zu dieser waBrigen Losung wurde bei 20°C unter Ruhren mit 280 
Upm (Umdrehungen pro Minute) eine organische Losung aus 23,71 g N,N- 

10 Dimethylaminoethylmethacrylat, 13,04 g Styrol, 10,67 g Divinylbenzol, 0,7 Ig 2,2'- 
Azobis(2,4-dimethylvalereonitril) und 31,62 g Hexan innerhalb von 30 min bei 25 °C 
zugegeben. Es wurde leicht mit Stickstoff gespult und die Temperatur auf 66°C 
erhoht und 20 Stunden bei dieser Temperatur belassen. Danach wurde bei einer 
Innentemperatur von 70 bis 98 °C das Hexan abdestilliert. Nach dem Abkuhlen 

15 wurde das entstandene Perlpolymerisat durch Dekantieren von der Reaktionsflotte 
abgetrennt und im Vakuum bei 50°C getrocknet. Man eriiielt 38 g Perlpolymerisat 
mit einer mittleren TeilchengroBe von 1 5 um und einer spezifischen Oberfl2che von 
62,3 m 2 /g. 

20 Beispiel 4 

Herstellung eines makroporosen Perlpolymerisates 

Beispiel 3 wurde wiederholt, wobei eine organische Losung aus 23,71 g Aminomo- 
25 nomer aus Beispiel 1, 13,04 g Styrol ,10,67 g Divinylbenzol, 0,7 lg 2,2'-Azobis(2,4- 
dimethylvalereonitril) und 38 g Hexan eingesetzt wurde. Man erhielt 35 g makro- 
poroses Perlpolymerisat mit einer mittleren TeilchengroOe von 25 um und einer spe- 
zifischen Oberflache von 74 mVg. 
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Biologisches Ergebnis 



• 100 (il Blut wurden mit 10 5 Caski Zellen gemischt. Diese Zellen enthalten 
das humane Papiilomvirus Typ 16 (HPV). 

5 • Zu diesem Gemisch wurden 10 jil einer 2,4 %-igen Partikeldispersion aus 
Beispiel 2 hinzugegeben. 

• Nach Zugabe von 200 u.1 eines geeigneten Puffers, beispielsweise TE, erfolgte 
eine Inkubation fur 5 min bei Raumtemperatur (TE steht fur 10 mMol Tris 
HC1 und 1 mMol Ethylendiamintetraessigsaure pH 7.4 in der Endkonzentra- 

10 tion). 

• Die Partikel wurden danach bei 7 000 rpM fur 3 min in einer Eppendorf- 
zentrifuge sedimentiert. 

• Zum Sediment wurden nun 200 ul eines geeigneten Lysispuffers, beispiels- 
weise 0,5 % IGEPAL CA-630® in TE (IGEPAL CA-630® ist ein nicht- 

15 ionisches Detergens, was beispielsweise durch die Firma Sigma, Bestell- 

nummer I 3021 bezogen werden kann), gegeben und emeut fur 5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert 

Statt IGEPAL CA-630® kSnnen aber auch andere Lysispuffer eingesetzt 
werden. Beispielhaft seien hier klassische Verfahren wie mit Protease K 
20 Verdau und anschlieBende Reinigung mittels Phenol/Chloroform oder 

Natriumiaurylsulfat-Losungen genannt (Sigma Bestellnummer: L 6026), 
beispielsweise als 0,5 %ige wassrige Losung. 

• Es erfolgte die emeute Zentrifugation und Sedimentation bei 7 000 rpM fur 
3 min in einer Eppendorfzentrifuge. 

25 • Die Partikel wurden anschlieGend 2 x mit einem geeigneten Puffer (z.B, TE) 
gewaschen. Nach dem zweiten Waschschritt wurde der Oberstand verworfen 
und nur noch mit den Partikeln weitergearbeitet. 

• Die Freisetzung der an die Partikel gebundenen Nukleinsaure erfolgte durch 
Einstellung des pH-Wertes auf >12 durch Zugabe von 1 ul 0,5 normaler 

30 NaOH. 

• Es schloB sich eine 15miniitige Inkubation bei Raumtemperatur an. 
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• Nach Zentrifugation (3 min, 7 000 rpM in einer Eppendorfzentrifuge) wurde 
die Konzentration der gewonnenen Nukleins&ure mittels eines geeigneten 
Verfahrens, beispielsweise durch Analyse in einem Gelsystem, besonders be- 
vorzugt das "Submerged Gel Nucleic Acid Electrophoresis System", Best. -Nr. 
5 170 4406 der Firma BIO-RAD (webpage: www.bio-rad.com) , bestimmt. 

Im Vergleich zu Beads fur die Nucleinsaureextraktion, wie sie aus dem 
Verfahren der EP-A-0 707 077 bekannt waren, wurden mit den erfindungsge- 
maBen Verfahren und den darin verwendeten Perlpolymerisaten iiberraschend 
deutlich bessere Resultate erzielt. 
10 • 15 |il des so gewonnenen Uberstandes wurden nun in eine HPV spezifische 
PCR (Polymerasekettenreaktion) eingesetzt, das heifit, dass Primer in eine 
PCR eingesetzt wurde, die spezifisch fur humane Papillomviren (HPV) sind. 
Bei der Analyse des Ergebnisses auf einem Gelsystem konnte die erwartete 
Nukleinsaurebande klar und deutlich identifiziert werden. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren aus einer Probe umfassend die 
nachfolgenden Schritte 

A) Vermischen der Probe mit einem wasserunloslichen, im basischen und 
neutralen Bereich nicht ionischen Polymerisat bei einem pH-Wert von 
7 oder weniger, wobei die Nucleinsauren adsorbiert werden, 

B) Abtrennen des wasserunloslichen Polymerisates, 

C) Vermischen des wasserunloslichen Polymerisates mit einer wafirigen 
Phase mit einem pH-Wert von groBer 7, wobei die adsorbierten 
Nucleinsauren freigesetzt werden, 

dadurch gekennzeichnet, daB das wasserunlosliche Polymerisat ein Perlpoly- 
merisat mit einer mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 ^m ist und aus poly- 
merisierten Einheiten von 

a) 5 bis 98 Gew.-% Aminomonomer 

b) 0,3 bis 30 Gew.-% Vemetzer und 

c) 0 bis 93 Gew.- Vinylmonomer 

besteht. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB nach Verfahrens- 
schritt A) die Lyse des biologischen Materials erfolgt. 

3. Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren umfassend die Schritte A), B) 
und C) gemaB der Anspruche I und 2, dadurch gekennzeichnet, daB das Poly- 
merisat ein wasserlosliches, makropordses Perlpolymcrisat mit einer mittleren 
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TeilchengroBe von 3 bis 100 \im und einer spezifischen Oberfiache gemessen 
nach BET von 5 bis 500 mVg ist und aus polymerisierten Einheiten von 

a) 5 bis 98 Gew.-% Aminomonomer 
5 b) 0,3 bis 30 Gew.-% Vernetzer und 

cl) 0 bis 93 Gew.-% hydrophobem Vinylmonomer 

besteht, oder daB das wasserunlSsliche Polymerisat aus 

10 in Wasser gut quellbarem Perlpolymerisat mit einer mittleren TeilchengroBe 

von 3 bis 100 jim, das aus polymerisierten Einheiten von 

a) 5 bis 79,5 Gew.-% Aminomonomer 

b) 0,3 bis 10 Gew.-% Vernetzer und 

15 c2) 10 bis 93 Gew.-% hydrophilem Vinylmonomer 



besteht. 



4. Waserunlosliche, makroporose Perlpolymerisate mit einer mittleren Teilchen- 
20 groBe von 3 bis 100 nm, einem Porendurchmesser von 10 bis 1 000 nm und 

einer spezifischen Oberfiache gemessen nach BET von 5 bis 500 mVg, 
dadurch gekennzeichnet, daB diese aus polymerisierten Einheiten von 

a) 5 bis 98 Gew.-% Aminomonomer 
25 b) 2 bis 30 Gew.-% Vernetzer und 

cl) 0 bis 93 Gew,-% hydrophobem Vinylmonomer 



bestehen. 
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5. Wasserunlosliche aber in Wasser quellbare Perlpolymerisate mit einer mittle- 
ren TeilchengroBe von 3 bis 100 nm, dadurch gekennzeichnet, daB diese aus 
polymerisierten Einheiten von 



5 a) 5 bis 79,7 Gew.-% Aminomonomer 

b) 0,3 bis 10 Gew.-% Vemetzer und 
c2) 10 bis 93 Gew,.% hydrophilem Vinylmonomer 



bestehen. 

10 

6. Verfahren zur Herstellung von wasserunldslichen, makroporosen Perlpoly- 
merisaten mit einer mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 jim, einem Poren- 
durchmesser von 10 bis 1 000 nm und einer spezifischen Oberflache gemes- 
sen nach BET von 5 bis 500 m 2 /g, dadurch gekennzeichnet, daB man eine 
1 5 Mischung von 



a) 5 bis 98 Gew-Teilen Aminomonomer 

b) 2 bis 30 Gew-Teilen Vernetzer 

cl) 0 bis 93 Gew-Teilen hydrophobem Vinylmonomer 
20 d) 10-1 50 Gew-Teilen Porogen und 

e) 0,1 - 2,5 Gew-Teilen Radikalbildner 

in einem waBrigen Medium unter Verwendung eines Schutzkolloides disper- 
giert, anschlieflend die erhaltene Dispersion durch Erhitzen auf die Zerfalls- 
25 temperatur des Radikalbildners polymerisiert und nach erfolgter Polymerisa- 

tion das Porogen durch Extraktion und/oder Abdampfen entfernt. 



7. 

30 



Verfahren zur Herstellung von in Wasser unloslichen aber quellbaren Perl- 
polymerisaten mit einer mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 um, dadurch 
gekennzeichnet, daB man eine Mischung von 
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a) 5 bis 79,7 Gew% Aminomonomer 

b) 0,3 bis 1 0 Gew% Vernetzer und 

c2) 10 bis 93 Gew% hydrophilem Vinylmonomer 

d) 10-150 Gew-Teilen Losungsmittel und 

e) 0,1 - 2,5 Gew-Teilen Radikalbildner 



in einem waBrigen Medium unter Verwendung eines Schutzkolioides disper- 
gierti anschliefiend die erhaltene Dispersion durch Erhitzen auf die Zerfalis- 
temperatur des Radikalbildners polymerisiert und nach erfolgter Polymerisa- 
10 tion das Losungsmittel durch Extraktion und/oder Abdampfen entfernt. 



8. Aminomonomer gemaB Formel (I) 




15 

9. Verfahren zur Hersteliung von Aminomonomer der Formel (I) gemaB 
Anspruch 8 dadurch gekennzeichnet, daB man 2-IsocyanatoethylmethacryIat 
mit 3-Aminopropylimidazol umsetzt. 



20 10. Verwendung von wasserunloslichen, makroporosen Perlpolymerisaten mit 
einer mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 nm, einem Porendurchmesser 
von 10 bis 1 000 nm und einer spezifischen Oberflache gemessen nach BET 
von 5 bis 500 m 2 /g, bestehend aus polymerisierten Einheiten von 

25 a) 5 bis 98 Gew.-% Aminomonomer 

b) 2 bis 30 Gew.-% Vernetzer 
cl ) 0 bis 93 Gew.-% hydrophobern Vinylmonomer 



WO 00/49031 



-24- 



PCT/EP00/01028 



oder von in Wasser unloslichen aber quellbaren Perlpolymerisaten mit einer 
mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 \im, bestehend aus polymerisierten 
Einheiten von 



5 a) 5 bis 79,7 Gew.-% Aminomonomer 

b) 0,3 bis 10 Gew.-% Vernetzer und 
c2) 10 bis 93 Gew.-% hydrophilem Vinylmonomer 



zur Isolierung von Nucleinsauren aus einer Probe. 

10 

11. Mittel zur Isolierung von Nucleinsauren aus einer Probe enthaltend wasser- 
unldsliche makroporose Perlpolymerisate rnit einer mittleren TeilchengroBe 
von 3 bis 100 urn, einem Porendurchmesser von 10 bis 1 000 run und einer 
spezifischen Oberflache gemessen nach BET von 5 bis 500 m 2 /g, bestehend 
1 5 aus polymerisierten Einheiten von 



a) 5 bis 98 Gew.-% Aminomonomer 

b) 2 bis 30 Gew.-% Vernetzer 

cl) 0 bis 93 Gew.-% hydrophobem Vinylmonomer 

20 

oder von in Wasser unloslichen aber quellbaren Perlpolymerisaten mit einer 
mittleren TeilchengroBe von 3 bis 100 |im, bestehend aus polymerisierten 
Einheiten von 



25 



a) 
b) 
c2) 



5 bis 79,7 Gew.-% Aminomonomer 

0,3 bis 1 0 Gew.-% Vernetzer und 

10 bis 93 Gew.-% hydrophilem Vinylmonomer 
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